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研究成果の概要：総腓骨神経の走行異常により先天的に腓骨筋が萎縮する変異マウスについて、
連鎖解析を行い、その原因遺伝子がゲノム中約 1.1Mbp の領域内に存在することを明らかにした。
さらに、その範囲内に存在が予想される転写産物の総てのエクソン並びにエクソン/イントロン
の境界部分について、変異マウスと野性型マウスの塩基配列の比較を行った。フレームシフト
やナンセンス変異等は見られず、それ以外の遺伝子変異に起因する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
発生時期に神経回路網を作る際、神経軸索は
周囲の様々な誘引性分子と反発性分子の相
互作用によって誘導され、正しい標的細胞へ
到達すると考えられている。近年、脊髄交連
神経を腹側正中へと誘引する軸索ガイダン
ス蛋白「ネトリン」とその受容体を始め、
Semaphorin と そ の 受 容 体 Neuropilin, 
Plexin、Slit とその受容体 Robo、Ephrin と
受容体 Eph 等が相次いで同定されてきた。 
脊髄運動神経は発生期に特定の筋へと投射
するため、何らかのガイダンス分子が機能し
ていると考えられるが、その仕組みについて
は明らかではない。 
運動神経の軸索ガイダンス研究は、Lynn 
Landmesser (米国、 Case Western Reserve
大学)がニワトリ胚を用いた移植実験により、
標的である筋肉（付近）に何らかの手がかり
が あ る こ と を 示 唆 す る 結 果 を 示 し た
（Lance-Jones and Landmesser, 1981）こと
が発端となっているが、その分子の実体は不
明である。 
 これまでの関連する研究では、例えば 
Thomas M. Jessell （米国、コロンビア大学）
は、複数の転写因子発現の時間的空間的組み
合わせにより、運動神経の個性が獲得される
ことを示している。また、転写因子により調
節される遺伝子の候補として、カドヘリンの
ファミリーが考えられている。いくつかの転
写因子の遺伝子欠損マウスでは、細胞の位置
の異常や、神経終末の形態異常、筋紡錘から
の運動神経へのシナプスの異常などが見ら
れているが、支配筋への投射はいずれも正常
に保たれていた(Arbor et al.,2000,Kania et 
al., 2000)。 
  Patrick Charnay(フランス、国立健康医
学研究所)は、EphA4 の遺伝子欠損マウスにお
いて、後肢領域の運動神経にガイダンス異常
の表現型が見られることを発表している
(Helmbacher et al.,2000)。しかしながら、
別のグループが作成した EphA4の遺伝子欠損
マウスでは、脳での表現型は一致するものの、
後肢の表現型は報告されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究で解析するマウスは自然発生の突然
変異マウスで、先天的な腓骨筋の萎縮が見ら
れ、その原因は、発生期に総腓骨神経が腓骨
筋に投射しないためであると考えられてい
る。このマウスでは、特定の運動神経投射の
みに異常が見られることから、運動神経の軸
索ガイダンスの分子機構を解明する上で有
用なモデル動物になると考えられる。 
上記の Charnay らの報告では、ヘテロマウ
スでも遺伝子欠損マウスの半分程度の割合
で表現型が見られるとされており、劣性遺伝
形式で表現型が観察される本変異マウスと
は、表現型の発現する機構が異なると考えら
れる。 
この研究では、本変異マウスの原因遺伝子を
同定することを目的とし、それにより運動神
経軸索ガイダンスに関与する新たな分子、新
たな軸索ガイダンス機構の発見を目指すも
のである。 
 
３．研究の方法 
(1)連鎖解析 
変異マウスを C57BL6/J 系統に 3 代交配した
マウス（N3）を用いて連鎖解析を行った。連
鎖解析に際し、既知のマイクロサテライトマ
ーカーに加え、新たにマイクロサテライトマ
ーカーをデザインし、スクリーニングにより
系統差が検出可能なマーカーを作成した。数
種の純系マウス（C57BL6/J、A/J、FvB/N 等）
との交配を行ったが、連鎖解析は主に
C57BL6/J 用いて行った。また、表現型は劣性
遺伝するが遺伝子の浸透度が 100%ではない
ため、表現型が表出する個体のみを用いた。 
(2)候補領域内に存在が予想される遺伝子の
塩基配列の解析 
連鎖解析により得られた候補遺伝子領域に
関して、NCBI（セレラ社を含む）のデータベ
ースを参照し、その範囲内に存在が予想され
る転写単位（遺伝子）について解析した。 
変異マウスと正常マウス間の塩基配列の比
較は以下のように行った。各遺伝子で予想さ
れる全てのエクソンについて、エクソン/イ
ントロンの境界を含むエクソン部分を PCRで
増幅し、その DNA 断片を直接塩基配列の決定
に用いた。塩基配列の比較には、変異型とし
て、オリジナルの変異マウス（近交系 CF-1
由来）と C57BL/6J に３代戻した変異マウス
（N3）の２系統のゲノムを、コントロールと
して C57BL/6（B6）と 129/SvJ（129）の純系
２系統のゲノムを用い、必ず４種類を並行し
て実験操作を行った。塩基配列に違いが認め
られた場合には、他の純系マウス系統（FvB/N, 
A/J, Balbc 等）のゲノムを用いて確認し、マ
ウスの系統による差異である可能性を検討
した。 
 
４．研究成果 
連鎖解析の進行に伴い範囲から外れたもの
も含め、合計 22 遺伝子、244 エクソンについ
て解析を行った。イントロン内の 1塩基置換
や塩基の欠失挿入などが 195 カ所、エクソン
内の 1塩基置換や塩基の欠失挿入が 79カ所、
アミノ酸の変化を伴う置換が 21 カ所存在し
た。しかしながら、欠失、フレームシフト、
truncation など、直ちにタンパクの機能異常
を引き起こす原因となりうる変異はなかっ
た。またアミノ酸の変化を伴う置換 21 カ所
のうち 15 カ所はマウスの系統による差異で
あることが確認された。 
今後、変化するアミノ酸によるタンパク機能
の違いが有るか否かの検討をすると共に、プ
ロモーター、エンハンサー領域の変化による
遺伝子発現の変化、non-coding RNA の存在
なども視野に入れて解析を進める必要があ
ると考える。 
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